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Invasomen zur Therapie von Hauterkrankungen, ihre Herstellung und 

Verwendung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft Invasomen, die mindestens ein neutrales Lipid 
und mindestens ein Immunsuppressivum enthalten, deren Herstellung und deren 
Verwendung zur Therapie von Hauterkrankungen. die durch eine Beteiligung des 
Immunsystems der Haut gekennzeichnet sind. 

10 

Die topische Applikation hydrophiler oder hydrophober pharmakologisch wirk- 
samer Substanzen mit dem Ziel die jeweilige Wirksubstanz in tiefere Hautschich- 
ten oder sogar durch die Haut hindurch zu transportieren ist ein schwieriges Un- 
terfangen, da die oberste Schicht der Haut (Stratum corneum) fur die meisten 

15 Substanzen undurchlassig ist. Fur viele Wirksubstanzen ware es jedoch wiin- 
schenswert, diese direkt durch die Haut zu applizieren. Beispielsweise ist die 
transdermale Verabreichung von Insulin fur Diabetiker interessant, da dadurch die 
taglichen Insulinspritzen entfallen wiirden. Wahrend ein solcher effizienter trans- 
dermaler Transport fur alle Substanzen wiinschenswert ist, die systemische Wir- 

20 kung entfalten sollen, ist er nicht fiir Substanzen geeignet, deren Wirkung auf die 
tieferen Schichten der Haut beschrankt bleiben sollte. Dies gilt beispielsweise fur 
Wirkstoffe, die bei systemischer Anwendung starke Nebenwirkungen und/oder 
Toxizitat zeigen, die aber dennoch zur Therapie bestimmter Hauterkrankungen 
gut geeignet sind. 

25 

In der Literatur ist eine Vielzahl von Versuchen beschrieben worden, die Barriere 
der Haut zu uberwinden. Besondere Aufmerksamkeit haben hierbei Liposomen 
erlangt. Mezei und Gulasekharam (Life Sci. 26: 1473-1777, 1980) waren die er- 
sten, die berichteten, dafl Liposomen, die mit Triamcinolonacetonid beladen wa- 
30 ren eine 3- bis 5-fache Anhaufung des Wirkstoffs in der Epidermis und Dermis 
der Haut ermoglichten. Vanlerberghe et al. (Coll Nat. CRNS: 938-942, 1978) 



zeigten, dafi die Verwendung von Vesikein aus nicht-ionischen oberflachenakti- 
ven Substanzen (Niosomes) die Penetration von Natriumpyrrolidoncarboxylat 
durch das Stratum corneum erhohten. WO 92/03 122-A1 offenbarte die Verwen- 
dung von sogenannten „Transferosomen", um Insulin systemisch zu verabreichen. 
Die Transferosomen bestehen aus einem Lipidanteil und einer randaktiven Sub- 
stanz. Die Transferosomen vverden auch als „flexible ;; Liposomen bezeichnet, die 
im Gegensatz zu Liposomen mit rigideren Strukturen in der Lage sind, Substan- 
zen den Weg durch das Stratum corneum zu erleichtern. Diese Versuche zielten 
jedoch in erster Linie darauf, die jeweiligen Wirkstoffe moglichst effizient durch 
die Haut in den Korper zu transportieren. 

Auch bei Hauterkrankungen, an denen Zellen in tiefer liegenden Hautschichten, 
vvie beispielsweise Zellen in der Stratum germinativum, beteiligt sind, ist es wiin- 
schenswert Wirkstoffe effizient durch die Barriere des Stratum corneums zu 
transportieren. Ein wichtiges Beispiel hierfur sind Hauterkrankungen, an denen 
das Immunsystem der Haut beteiligt ist. Das Immunsystem der Haut bilden zum 
einen die in der Haut bereits vorhandenen Zellen, wie beispielsweise Dendriti- 
sche-Zellen aber auch die jevveils bei Erkrankung, Infektion und/oder entzundli- 
chen Prozessen in die Haut infiltrierenden Immunzellen, wie beispielweise T- 
Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen. Bei diesen Hauterkrankungen ist 
beispielsweise eine gegenuber gesunder Haut erhohte Infiltration bzw. Aktivie- 
rung der genannten Immunzellen zu beobachten, ohne dafi tatsachlich eine Ver- 
wundung oder Infektion der Haut vorliegt. Es wird vermutet, daB viele dieser Er- 
krankungen, wie beispielsweise Alopecia areata, Psoriasis oder Neurodermitis, 
auch durch Autoimmunreaktionen hervorgerufen werden. 

Alopecia areata ist eine relativ haufige Erkrankung fur deren Ausbruch uber die 
gesamte Lebenszeit eine Wahrscheinlichkeit von 1 ,7% in der Bevolkerung besteht 
(Safavi et al. Mayo Clin. Proc. 70: 628-633, 1995). Alopecia areata geht mit ei- 
nem reversiblen, auf begrenzte Areale beschrankten Haarverlust einher, kann je- 
doch manchmal auch zum kompletten Haarverlust fuhren (Alopecia totalis). Hi- 
stopathologische Kennzeichen von Alopecia areata beinhalten perifolliculare lym- 



phozytische Infiltration, die die anagenen Haarfollikel betreffen, mit anschlieBen- 
der Miniaturisierung dieser Follikel (Golnik und Orphanos, in Orphanos und 
Happle (Editoren) Hair and hair diseases. Berlin, Springer Verlag, Seiten 529-569. 
1990). Diese Infiltrate bestehen in erster Linie aus T4-Lymphozyten, Makropha- 
gen und Langerhans-Zellen (Tobin et al. J. Invest. Dermatol. 109: 329-333, 1997). 
Der Haarverlust ist mit peri- und intrafollikularer inflamatorischer Infiltration der 
anagenen Haarfollikel assoziiert, wobei das Infiltrat in erster Linie aus CD4 + und 
CD8 + Zellen bestehen. Die jeweilige Funktion dieser Zellen in der Pathogenese 
der Alopecia areata ist bisher unverstanden (Mc Elwee et al. B.J. Dermatol. 140: 
432-437, 1999). Die beobachtete peribulbare und intrabulbare Anhaufiing von T- 
Lymphozyten (Perret et al., Acta Drem. Venerol. 64:26-30, 1984) und eine fehlge- 
regelte Expression des intercellular adhesion molecule 1" (ICAM -1) und des 
HLA-DR Molekiils auf follikularen Keratinozyten und dermalen Papillen (Hamm 
et al., Arch. Dermatol. Res. 280:179-181, 1988; Nickoloff & Griffiths, J. Invest. 
Dermatol. 96:91-92, 1991) deuten jedoch darauf hin, daB das Immunsystem der 
Haut an der Erkrankung beteiligt ist (Baadsgaard Dermatol. 96:89-89, 1991). 

Zur Behandlung dieser Hauterkrankungen bieten sich deshalb immunmodulieren- 
de Substanzen an, die beispielsweise die Immunantwort unterdrucken. Solche 
Substanzen, die bisher vor allem zur systemischen Behandlung dieser Hauter- 
krankungen verwendet wurden, sind beispielsweise Cyclosporin A oder FK 506. 
Der Nachteil der systemischen Anwendung immunmodulatorischer Substanzen 
liegt beispielsweise bei Cyclosporin A in der NephrotoxizitSt, eine Nebenwir- 
kung, die bei der Verwendung von Cyclosporin zur Vermeidungvon Transplan- 
tatabstoBungsreaktionen tolerierbar ist, jedoch nicht bei der Behandlung nicht 
unmittelbar lebensbedrohender Hauterkrankungen. 

Die im Stand der Technik beschriebenen Versuche, die systemische Gabe von 
Immunsuppressiva durch topische Applikation zu vermeiden, waren jedoch bisher 
nicht erfolgreich. Die verwendeten Verfahren fuhrten entweder zu einem ungenu- 
genden Transport durch das Stratum corneum oder fuhrten zu einer unerwiinsch- 
ten Erhohung der Wirkstoffkonzentration im Serum, d.h. systemischer Wirkung. 



Beispielsvveise zeigte Griffiths et al. (Lancet I: 806, 1987), daC eine Losung, die 
aus 2% Cyclosporin A in Unguentum Merk hergestellt wurde, zu keinerlei Effekt 
bei der Behandlung von Psoriasis ftihrte. Black et al. (J. Inves. Dermatol. 5: 644- 
648, 1990) verwendeten neben systemisch verabreichtem Cyclosporin ein oliges 
mit Cyclosporin beladenes Vehikel um die T-Zell-vermittelte Immunantwort in 
der Haut zu verringern. Sie beobachteten eine verringerte T-Zell-vermittelte Im- 
munantwort, beobachteten jedoch auch nach Beendigung der systemischen Gabe 
und ausschliefilicher topischer Gabe eine erhohte systemische Cyclosporinmenge. 
Gleichermaflen hat Gilha et al. (Acta Derm. Medarol, 69: 252-253, 1989) mit ei- 
ner 10% Cyclosporin A-L6sung in einer oligen Zubereitung keinen Effekt auf 
Alopecia areata gesehen, stellt jedoch auch keine erhohten Cyclosporin Level im 
Blut der Patienten fest. Niemiec et al. (Farm. Retres. 12:1184-1188, 1995) ver- 
wendeten drei verschiedene nicht-ionische Liposomen und untersuchten den 
Transport von Cyclosporin A in einem Hamsterohrmodell. Eine Einlagerung von 
Cyclosporin A wurde nur bei Verwendung von Liposomen beobachtet, die aus 
Glyceryldilaurat/Colesterol/Polyoxyethylen- 1 0-Stearylether im Mischungsver- 
haltnis 57:15:28 Gew.-% bestanden. Eine auf Phospholipid basierende Liposo- 
menzubereitung flihrte nur zu einer minimalen Aufnahme von Cyclosporin A in 
die Haut. 

Guo et al. (Int. J. Farm. 194: 201-207, 2000) verwendeten die von Cevc et al. 
(Adv. Drug. Del. Rev. 18: 349-378, 1996 und in WO 92/03122) beschriebenen 
Transferosomen, um Cyclosporin in die Haut zu transportieren. In dieser Studie 
wurde jedoch bereits 2 Stunden nach Anwendung der Transferosomen eine 
Serumkonzentration von 63 ng/ml Cyclosporin beobachtet. Die von Guo et al. 
verwendeten Vesikel wurden aus hochreinem Lecithin und dem Tensid Natrium- 
cholat hergestellt. Die Autoren ziehen aus den Ergebnissen den Schluss, daB es 
moglich ist, Cyclosporin systemisch uber die Haut zu verabreichen. 

Der Mangel an geeigneten Transportsystemen, die es erlauben wurden, den Effekt 
eines immunsuppressiven Wirkstoffes auf die jeweils zu behandelnden Bereiche 
der Haut zu beschranken, zeigt sich auch darin, da6 bei drei wichtigen Hauter- 
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krankungen, an denen das Immunsystem der Haut beteiligt ist, d.h. bei aktiver 
Psoriasis, atopischer Dermatitis und Alopecia areata, die Behandlung immer noch 
mit systemisch verabreichten Cyclosporin A erfolgt (Iconomidou et al. (Dermatol. 
199: 144-148, 1999; Naeyaert et al. Dermatol. 198: 145-152, 1999 und Ferando 
5 und Grimalt, Dermatol. 199: 86-69, 1999). 

Da bei einer Reihe von Tieren Erkrankungen beschrieben worden sind, die dem 
Haarverlust der menschlichen Alopecia areata ahneln, ist diese Erkrankung geeig- 
net, als Modellsystem zur Identifizierung geeigneter Transportsysteme zu dienen. 
) Eine Form des reversiblen Haarverlustes, der klinisch und histopathologisch der 
humanen Alopecia areata entspricht, ist beispielsweise fur DEBR-Ratten be- 
schrieben worden (Sundberg et al., J. Invest. Dermatol. 104: 32-33, 1995). DEBR- 
Ratten entwickeln etwa 6 Monaten nach der Geburt die Symptome der Krankheit, 
vvobei sich in einigen Ratten-Kolonien die Erkrankung nach 18 Monaten bei 20% 
aller Tiere durchgesetzt hat. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung \vurde eine mit Cyclosporin A beladene 
Liposomenform, Invasomen genannt, gefiinden, mit der der partielle Haarausfall 
der DEBR-Ratten erfolgreich behandelt werden konnte, ohne dafl die Anwendung 
der Invasomen gleichzeitig zu einer meBbaren Erhohung der Cyclosporin A Men- 
ge im Serum fuhrte. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb ein Invasom, das mindestens 
ein neutrales Lipid in einem Lipidgemisch, wobei das neutrale Lipid an dem Li- 
pidgemisch ein Anteil im Bereich von ca. 60 bis ca. 94 Gew.-% hat, und mindes- 
tens ein Immunosuppressivum enthalt. 

Der Begriff „Invasom" bezeichnet ein unilamellares, bilamellares, oligolamellares 
(3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, oder 10 Lamellen) oder multilamellares (mehr als 10 Lamellen) 
lipidhaltiges Vesikel, das nur eine geringe Menge des jeweilig enthaltenen Im- 
munsuppressivums transdermal transportiert, so daB das Immunsuppressivum nur 
eine geringe Konzentration im Serum des Patienten erreicht und deshalb keine 
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Oder nur eine geringe systemische Wirkung entfaken kann. Bei Verwendung der 
erfindungsgemaBen Invasomen in therapeutisch wirksamen Mengen kann ca 
14 Stunden nach Applikation hdchstens ca. 200 ng/ml, insbesondere hdchstens ca 
150 ng/ml besonders bevorzugt hochstens ca. 70 ng/ml und am meisten bevorzugt 
5 hochstens ca. 50 ng/ml des jeweili gen Immunsuppressivums im Serum des Pati- 
enten nachgewiesen vverden. Vorzugsweise liegt die Serumkonzentration des Im- 
munsuppressivums ca. 14 Stunden nach Applikation unter der Nachweisgrenze 
des jeweiligen Wirkstoffs im Serum. Geeignete Nachvveisverfahren sind abhangia 
vom verwendeten Immunsuppressivum beispielsweise HPLC, ELISA, RT-PCR 
10 Oder Gaschromatographie. 



D.e lamellare Struktur des erfindungsgemaBen Invasoms kann auch durch eine 
ungerade Anzahl von Lamellen, wie beispielsweise 1, 3, 5, 7, 9 oder 1 1 Lamellen 
gebildet werden, wobei eine Seite das hydrophobe Innere des Vesikels und die 
andere Seite das hydrophile AuBere bildet. Diese Art von Vesikel ist besonders 
geeignet, urn beispielsweise hydrophobe Immunsuppressiva aufzunehmen. 

Die erfindungsgemaBen Invasomen enthalten das Lipidgemisch und das (die) 
Immunsuppressivum(a) in einem Gewichtsverhaltnis im Bereich von ca. 1:1 bis 
ca. 500:1 [Lipidgemisch.ImmunsuppressivumCa)], vorzugsweise im Bereich von 
ca. 2:1 bis ca. 100:1, bevorzugterweise im Bereich von ca. 5:1 bis ca. 50-1 noch 
bevorzugter im Bereich von ca. 15:1 bis ca. 30:1 und am meisten bevorzugt im 
Bereich von ca. 18:1 bis ca. 22: 1 . 

Das im Invasom enthaltene Lipidgemisch stammt aus pflanzlichen und/oder tieri- 
schen Quellen, die entweder durch weitere Reinigungsverfahren, die auf die An- 
re.cherung neutraler Lipide gerichtet sind, einen Anteil im Bereich von ca. 60 bis 
ca. 94 Gew,% neutrale Lipide an der Gesamtmenge des Lipidgemischs enthalten 
Oder d,e naturlicherweise neutrale Lipide im angegebenen Bereich enthalten. Ver- 
fahren zur Gewinnung von Fetten und Olen und zur Anreicherung einzelner 
Komponenten sind im Stand der Technik bekannt und beispielsweise in Uhlmanns 
Enzyklopadie der technischen Chemie, Band 11, Seiten 455-523, 1976 beschrie- 
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ben. Der Begriff Lipidgemisch umfaBt auch Gemische, die aus Lipiden verschie- 
dener Quellen beispielsweise verschiedenen Pflanzen stammen, solange das Ge- 
misch neutrale Lipide im angegebenen Bereich von ca. 60 bis ca. 94-Gew.-% ent . 
halt. 

5 

Ein neutrales Lipid im Sinne der vorliegenden Erfindung ist jede Substanz, die 
neutrale fettartige oder fettahnliche Eigenschaften besitzt und wobei diese Sub- 
stanz iiber einen ausgedehnten apolaren Anteil und einen polaren, wasserloslichen 
Anteil verftigen, der ein oder mehrerer positive und negative Ladungstrager ent- 
) halt, wobei in dem polaren Anteil jeweils die selbe Anzahl von positiven und ne- 
gativen Ladungstragern vorhanden ist. Daher weisen Invasomen, die neutrale Li- 
pide enthalten, abhangig vom neutralen Lipid(en) im Bereich von ca. pH 6.0 bis 
ca. 8,0, vorzugsweise im Bereich von ca. pH 6,5 bis ca. 7,5 und besonders bevor- 
zugt bei ca. pH 7,0 eine neutrale Gesamtladung auf. 

Der Begriff Immunsuppressiva umfaCt alle Substanzen, die die Funktion von 
Zellen beeinflussen, die an der Vermittlung der Immunantvvort direkt oder indi- 
rekt beteiligt sind und wobei die Beeinflussung zu einer Verringerung der Im- ' 
munantwort fiihrt. Zu diesen Zellen gehoren beispielsweise Makrophagen, 
dendritische Zellen, Langerhans-Zellen, indeterminierte Zellen, aber auch Zellen, 
die nicht zum Immunsystem selbst gehoren, die aber an Immunerkrankungen der 
Haut beteiligt sind, wie Fibroblasten, Keratinozyten und Melanozyten. Die Starke 
der Immunantwort lafit sich beispielsweise durch die Menge der ausgeschutteten 
Zytokine oder die Anzahl der aktivierten T-Zellen in der Haut bestimmen. 

Ein erfindungsgemafles Invasom hat eine Grofle zwischen 20 und 1000 nm. Die 
Grofienverteilung der Invasomen ist von der Herstellungsmethode abhangig. So 
fiihrt Sonifizierung der Lipidgemische zu kleinen Vesikeln, wMhrend „Vortexen« 
zu groBeren Vesikel fiihrt. Vesikel innerhalb einer bestimmten GroBenklasse las- 
sen sich durch im Stand der Technik bekannte Methoden wie Mikrofiltration oder 
Zentrifugation auswahlen. 
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Die erfindungsgemafien Invasom haben in einer bevorzugten Ausfiihrungsform 
einen Durchmesser im Bereich von ca. 30 bis ca. 200 am, insbesondere im Be 
reich von ca. 40 bis ca. 150 nm und besonders bevorzugt im Bereich von ca 50 
b.s ca. 100 nm. Die Grofie der Vesikel hat EinfluB auf die Permeationsfahigkeit 

> der Vesikel, wobei kleinere Vesikel im Bereich von ca. 30 bis ca. 200 nm eine 
bessere Durchdringungsfahigkeit des Stratum comeums aufweisen, als grofiere 
Vesikel mit einem Durchmesser von beispielsweise ca. 600 bis ca. 800 nm. 

Bevorzugte Quellen zur Gewinnung des Lipidgemischs, das zur Herstellung eines 

> erfindungsgemafien Invasoms verwendet werden kann, sind Lipidgemische, die 
aus Olsaaten, insbesondere aus Sojabohnen, Kattunsamen, KokosnuBkern, Erd- 
nuB, Saflorsamen, Sesamsamen, Sonnenblumensamen, Leinsamen, Raps, Wei- 
zenkeimen, Oliven oder tierischen Fetten, insbesondere Walfett, Stratum corneum 
Lipid, Rinderklauendl und/oder Ei gewonnen vvird. Eine besonders bevorzugte 
Quelle fur Lipidgemische sind Sojabohnen. Eine Anreicherung der neutralen Li- 
pids in den aus diesen Ausgangsmaterialien gewinnbaren Lipidgemischen ist bei- 
spielsweise durch chromatographische Verfahren wie HPLC und andere im Stand 
der Technik bekannte Verfahren moglich (siehe Uhlmann, 1 976, Supra). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Invasoms ist der 
Gewichtsanteil des neutralen Lipids an dem Gesamtlipidgemisch im Bereich von . 
ca. 70 bis ca. 92 Gew,% noch bevorzugter im Bereich von ca. 80 bis ca. 90 Gew.- 
% und am meisten bevorzugt ca. 80 (Jew.-*. Eine Erhohung des neutralen Lipi- 
danteils Uber ca. 60% fuhrt zu einer Verbesserung der Permeationseigenschaften, 
die sich jedoch bei weiterer Erhohung des Anteils an neutralen Lipid an dem Li- 
pidgemisch wieder verschlechtern. So erlangt ein nahezu reines neutrales Lipid 
erst wieder durch den Zusatz von oberflachenaktiven Substanzen (siehe Guo et 
al., 2000 Supra und WO 92/03122), wie beispielsweise Tensiden, die Fahigkeit 
das Stratum corneum zu durchdringen, was aber andererseits dann auch zur 
Durchdringung der weiteren Hautschichten und letztlich zu einer systemischen 
Freisetzung des jeweiligen Wirkstoffes fuhrt. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfom, des erfindungsgemaBen Inva- 
soms ist das neutrale Lipid ein Glycerophospholipid, insbesondere ein Phosphati 
dylchohn, ein Steroid, ein Glycerophosphonolipid, ein Glycerophosphinolipid 
und/oder ein Sphingolipid. Besonders bevorzugt ist hierbei jedoch ein Glyce- 
^ rophospholipid, insbesondere ein Phosphatidylcholin. Geeignete Phosphatidyl- 
chohn-haltige Lipidgemische sind beispielsweise mit einem Anteil von 80 Gew- 
% an der Gesamtlipidmischung kommerziell erhaltlich. Phospholipon 80 (Natter- 
mann Phospholipid GmbH) ist ein solches Lipidgemisch, das auch als ethanoli- 
sche Losung erhaltlich ist (Nat 8539). 

o 

Ein vveiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Invason, das zusatzlich ein oder 
mehrere Terpene enthalt. Terpene im Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen 
Polymerisationsprodukte des Kohlenwasserstoffs Isopren. Nach, der Anzahl der 
Isopren-Reste unterscheidet man Monoterpene (C l0 ) , Sesquiterpene (C 15 ) Diter- 
pene (C 20 ), Sesterpene (C 25 ), Triterpene (C 3 o), Tetraterpene (C 40 ) und Polyterpene 
D.e aus den Isopren-Grundeinheiten gebildeten azyklischen Kohlenwasserstoffe 
konnen beispielsweise durch anschliefiende Substitutionen, Oxidation, Zyklisie- 
rungen und Umlagerung in eine Vielzahl von Verbindungen umgewandelt wer- 
den. Unter Terpenen im Sinne der vorliegenden Erfindung versteht man auch die 
abgeleiteten Alkohole, Ketone, Aldehyde und Ester. 

Terpene werden dem Lipidgemisch im Bereich von ca. 0,1 bis ca. 200 Gew-'/o 
bezogen auf die Menge des Lipidgemischs zugesetzt. Vorzugsweise jedoch im 
Bere 1C h von ca. 5 bis ca. 100 Gew,o/ 0 , noch bevorzugter im Bereich von ca. 30 bis 
ca. 80 Gew.-o/o und am meisten bevorzugt im Bereich von ca. 50 bis ca. 60 Gew - 
%. Wenn die zugesetzte Terpenmenge zu hoch wird, unterbinden die Terpene die 
Bddung der Invasomen. Die jeweilige Terpenmenge, die die Invasomenbildung 
behmdert, hangt von dem verwendeten Lipidgemisch und dem verwendeten Im- 
munsuppressivum ab. Ob die gewahlte Terpenmenge die Invasomenbildung be- 
hmdert im sich leicht durch eines der nachfolgend beschriebenen Verfahren zur 
Herstellung von erfindungsgemafien Invasomen testen. Messung der Anisotropie 
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von Invasomen haben gezeigt, daB Invasomen ; die Terpene enthalten, einer ge- 
genuber nicht Terpen-haltigen Invasomen eine verringerte Flexibility aurweisen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das erfindungsgemaBe Invasom ein 
5 Oder mehrere der folgenden Terpene: Cineol, Citral, Limonen, insbesondere D- 
L.monen, Menthan, Terpinen, Terpinolen, Menthol, insbesondere 1-Menthol 
Carveol, insbesondere 1 -Carveol, Menthon, Can on, Pinen, insbesondere 6-Pinen 
Caren, insbesondere 3-Caren, Terpineol, Terpinen-4-ol, Pulegon, Piperiton Cyc- 
lohexanoxid, Limonenoxyd, Pinenoxyd, Cyclopentenoxid, Ascaridol 7 
> Oxybicyclo- [ 2.2.1]-heptan, Cymol, Camphen, Citronellol, Geraniol, Nerol Una- 
loot Borneol, Thujol, Sabinol, Myrtenol, Thymol, Verbenol, Fenchol, Piperitol 
Penllaaldehyd, Phellandral. Citronellal, Myrtenal. Piperiton, Thujon, Umbellolun' 
Verbenon, Chrysanthenon, Fenchon, Campher, Chinon/Menthofuran, Linaloolo- 
x.d, Rosenoxid und/oder Quinghaosu, wobei die verschiedenen Struktur- und 
Konfigurationsisomere der vorangenannten Terpene umfaBt sind. 

Das Invasom kann einzelne Terpene oder Terpengemische enthalten. Besonders 
bevorzugt ist ein Invasom, das eine Mischung aus D-Limonen, Cinneol und Citral 
enthalt, wobei diese beispielsweise in einem Mischungs verbal tnis im Bereich von 
ca. 2:49:49 bis ca. 1:1:1, vorzugsweise im Bereich von ca. 4:48:48 bis ca. 1:3:3 
und besonders bevorzugt im Bereich von ca. 10:45:45 vorliegen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Invasoms ist das 
Immunosuppressivum ein Glucokorticoid, insbesondere Beclomethason Beta- 
methason, Clocortolon, Cloprednol, Cortison, Dexamethason, Fludrocortison 
Fludroxycortid, Flumetason, Fluocinolonacetonid, Fluocinonid, Fluocortolon 
Fluormetholon, Fluprednidenacetat, Hydrocortison, Paramethason, Prednisolon 
Predntson, Prednylidin, Pregnenolon, Triamcinolon oder Triamcinolonacetonid 
em Cy.osporin, insbesondere Cyclosporin A, Mycophenolatmofetal, Tacrolimus 
FK 506, Azathioprin, Ganciclovir, ein Anti-Lymphozytenglobulin, Ascomycin 
und/oder Methotrexat ist. Ein bevorzugtes Invasom der vor.iegenden Erfindung 
enthalt Cyclosporin A als Immunsuppressivum. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalt das erfindungsgemafie Invasom eine 
Nukleinsaure, die fur mindestens ein immunsupprimierendes Peptid (Lange von 1 
bis 50 Aminosauren) und/oder Protein (langer als 50 Aminosauren) kodiert. In 
diesem Fall werden die im Invasom enthaltenen Nukleinsauren in Hautzellen ein- 
gefuhrt, ein solches Einfuhren wird auch als Transfektion bezeichnet. Geeignete 
Nukleinsauren kodieren beispielsweise fur IL-10, TGF-p oder CTLA4-Ig (siehe 
z.B. Abrams et al. J Clin Invest 103: 1243-52, 1999). Die Erfindung umfafit auch 
Nukleinsauren, die fur die vorangenannten Peptide oder Proteine kodieren, deren 
Aminosauresequenz jedoch Additionen, Substitutionen, Deletionen oder Mutatio- 
nen einzelner Aminosauren oder Aminosauregruppen aufweist. Bevorzugt sind 
dabei sogenannte konservative Mutationen wie beispielsweise der Austausch ei- 
nes Glutaminsaurerest gegen einen Asparaginsaurerest, Deletion oder Substitution 
von Bereichen des Proteins, die nicht fur die immunsuppremierende Wirkung ver- 
antwortlich sind. Die Nukleinsauren konnen beispielsweise als Einzelstrang- oder 
Doppelstrang-DNA oder als RNA vorliegen, vorzugsweise jedoch als dop- 
pelstrangige DNA. 

Die Nukleinsaure kann Teil eines Vektors sein, wobei Vektoren bevorzugt sind, 
die bei Transfektion einer Zelle zu einer dauerhaften Expression des Immun- 
suppressivums fuhren, wie beispielsweise episomal oder extrachromosomal repli- 
zierende Vektoren. 



Die Nukleinsaure kann zusatzlich 5' oder 3' vom offenen Leserahmen, der fur das 
immunsupprimierende Peptid oder Protein kodiert, Regulationselemente enthal- 
ten. Fur die Expression sind beispielsweise Regulationselemente geeignet, die 
eine konstitutive, regulierbare, gewebsspezifische, zellzyklusspezifische oder 
metabolischspezifische Expression in eukaryotischen Zellen erlauben. Regulati- 
onselement gemafi der vorliegenden Erfindung umfassen Promotor-, Aktivator-, 
Enhancer-, Silencer und/oder Repressor-Sequenzen. 



Beispiel fur geeignete Regulationselemente, die konstitutive Expression in Euka- 
ryonten ermoglichen, sind Promotoren, die von der RNA Polymerase III erkannt 
werden oder virale Promotoren, CMV-Enhancer, CMV-Promotor, SV40 Promotor 
oder LTR-Promotoren z. B. von MMTV (mouse mammary tumour virus; Lee et 
al. (1981) Nature 214, 228-232) und virale Promotor- und Aktivatorsequenzen, 
die beispielsweise aus HBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV oder HIV abgeleitet 
sind. 

Beispiele fur Regulationselemente, die induzierbare Expression in Eukaryonten 
ermoglichen, sind der Tetracyclinoperator in Kombination mit einem entspre- 
chenden Repressor (Gossen et al. Curr. Opin. Biotechnol. 5, 516-20, 1994). 

Beispiele fur Regulationselemente, die gewebsspezifische Expression in Eukary- 
onten ermoglichen, sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Promotoren 
oder Enhancern von solchen Genen, die fur Proteine kodieren, die nur in be- 
stimmten Zelltypen, vorzugsweise Zellen des Immunsystems, exprimiert werden. 
Im Stand der Technik ist eine Vielzahl von Immunzell-spezifischen Regulations- 
elementen beschrieben vvorden, die alle geeignet sind, die Expression des Immun- 
suppressivums zu regulieren, besonders bevorzugt sind jedoch in T-Zellen aktive 
Promotoren oder in T-Zellen aktive Promotorfragmente, vvie beispielsweise Pro- 
motoren oder Promotorfragmente der folgenden Gene: CD4, CD8 (beschrieben in 
z.B. Ellmeier et al. Annu. Rev. Immunol. 17: 523-54, 1999), IL-3, IL-4, IL-5, IL- 
13, GM-CSF (beschrieben in z.B. De Boer et al. Int. J. Biochem. Cell Biol. 31: 
1221-36, 1999) oder synthetische Promotoren mit NF-AT Bindestellen (beschrie- 
ben in z.B. Hooijberg et al. Blood 96: 459-466, 2000). Besonders geeignete Pro- 
motoren sind nur in aktivierten T-Zellen aktiv und erlauben es dadurch, die Wir- 
kung des(r) Immunsuppressivums(a) auf die T-Zellen selbst und ihre unmittelbare 
Umgebung zu beschranken. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das erfindungsgemaCe Invasom in der 
Lage, therapeutisch wirksame Mengen mindestens eines Immunsuppressivums 
durch das Stratum corneum der Haut zu transportieren. Der Ubergang vom Stra- 



turn corneum zu tieferen Hautschichten, vvie beispielsweise dem Stratum granulo- 
sum, dem Stratum spinosum und dem Stratum basale, laflt sich histologisch 
bestimmen. Beispielsweise ist der Ubergang von platten, kernlosen und verhorn- 
ten Zellen zu abgeplatteten Kornerzellen ftir das Ende des Stratum corneums und 
den Beginn des Stratum granulosums charakteristisch. Die Methoden und Krite- 
rien zur histologischen Bestimmung dieser Ubergange sind dem Fachmann be- 
kannt. Die Verteilung des Immunsuppressivums in der Haut laBt sich beispiels- 
weise mit einem Klebestreifenabziehverfahren (Michel et al., Int. J. Pharm 84: 93- 
105, 1992) bestimmen. Hierbei wird die Haut nach Anwendung der erfindungs- 
gemaBen Invasomen Schicht urn Schicht mit Klebestreifen abgetragen und dann 
die Menge des Immunsuppressivums in Abhangigkeit vom Abstand zur Hautober- 
flache bestimmt. Die Bestimmung der therapeutischer Wirkung kann beispiels- 
weise wie im Beispiel 2 erfolgen, in dem auf zwei angrenzende Hautareale eines 
Patienten oder eine Tieres, die von einer Hauterkrankung betroffen sind, die durch 
die Beteiligung des Immunsystems der Haut gekennzeichnet ist, jeweils Invaso- 
men die Immunsuppressivum oder Invasomen die kein Immunsuppressivum ent- 
halten, aufgetragen werden. Die therapeutische Wirkung kann uber einen Ruck- 
gang klinischer Parameter wie Rotung, Schwellung und/oder Erwarmung oder 
durch die Verringerung der Menge der in der Haut exprimierten Zytokine 
und/oder die Verringerung der Anzahl der Immunzellen bzw. aktivierten Immun- 
zellen in der Haut bestimmt werden. Eine therapeutische Wirkung liegt vor, wenn 
die Expression des jeweiligen Zytokins in der Haut, die mit Invasomen enthaltend 
Immunsuppressivum behandelte wurde, gegenuber der Haut, die mit Invasomen 
ohne Immunsuppressivum behandelte wurde, urn mindestens das ca. 2-fache, vor- 
zugsweise urn mindestens das ca. 5-fache, bevorzugter urn mindestens das ca. 10- 
fache und am meisten bevorzugt urn mindestens das ca. 20-fache verringert ist 
oder wenn die Menge der Immunzellen, insbesondere der aktivierten Immunzel- 
len, in der Haut, die mit Invasomen enthaltend Immunsuppressivum behandelte 
wurde, gegenuber der Haut, die mit Invasomen ohne Immunsuppressivum behan- 
delte wurde, um mindestens ca. 30%, vorzugsweise urn mindestens ca. 100%, 
bevorzugter um mindestens ca. 200% und am meisten bevorzugt um mindestens 
ca. 500% verringert ist. 
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Das Immunsystem der Haut bilden zum einen die in der Haut bereits vorhandenen 
Zellen, wie beispielsweise Dendritische-Zellen, aber auch die jeweils bei Erkran- 
kung, Infektion und/oder entzundlichen Prozessen in die Haut infiltrierenden Im- 
munzellen, wie beispielweise T-Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen. Bei 
einer Beteiligung des Immunsystems der Haut ist beispielsweise eine gegenuber 
gesunder Haut erhohte Infiltration der Immunzellen in die Haut bzw. Aktivierung 
der genannten Immunzellen zu beobachten, ohne daB tatsachlich eine Verwun- 
dung oder Infektion der Haut vorliegt. Ob an einer Hauterkrankung das Immun- 
system der Haut beteiligt ist, lafit sich durch die klinisch bestimmbaren Parameter 
Rotung, Erwarmung und/oder Schvvellung der Haut erkennen. Bei Vorliegen die- 
ses Befunds wird vorzugsweise als weiteres Kriterium die Menge der in der Haut 
exprimierten Zytokine und/oder die Anzahl der Immunzellen bzw. aktivierten 
Immunzellen in der Haut herangezogen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Her- 
stellung eines Invasoms, dadurch gekennzeichnet, daB das Lipidgemisch, das 
mindestens ein neutrales Lipid enthalt, wobei das neutrale Lipid an dem Lipidge- 
misch einen Anteil im Bereich von ca. 60 bis hochstens ca. 94 Gew.-% hat, und 
mindestens ein Immunsuppressivum gemischt werden. 

In einer Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird eine alkoholi- 
sche Losung des Lipidgemischs mit mindestens einem Immunsuppressivum bei- 
spielsweise durch Vortexen gemischt. Zur Losung des Lipidgemischs geeignete 
Alkohole sind beispielsweise Ethanol, n-Propanol, Isopropanol, n-Butanol, Iso- 
butanol und/oder n-Pentanol aber auch langerkettige Alkohole oder hohere Alko- 
hole, die geeignet sind das jeweilige Lipidgemisch zu losen. Vor oder nach der 
Zugabe mindestens eines Immunsuppressivums konnen dem Gemisch ggf. Terpe- 
ne hinzugefugt werden. Das Lipidgemisch kann in dem Alkohol in einem Ge- 
wichtsverhaltnis im Bereich von ca. 10:1 bis ca. 1:100 (AlkohohLipidgemisch), 
vorzugsweise im Bereich von ca. 2:1 bis ca. 1:20, bevorzugterweise im Bereich 



von ca. 1:1 bis ca. 1:10, noch bevorzugter von ca. 1:2 bis ca. 1:8 und am meisten 
bevorzugt von ca. 1 :3 bis ca. 1 :4 gelost werden. 

Das Gemisch (mit oder ohne Terpene) kann anschlieBend durch Ultraschall soni- 
fiziert werden. In einem weiteren Schritt kann dem Gemisch aus Lipidgemisch 
und Immunsuppressiva, das ggf. Alkohol und/oder Terpene enthalt, unter Ruhren 
Puffer oder auch destilliertes Wasser hinzugefugt werden. Als Puffer ist jeder 
physiologisch vertragliche Puffer, insbesondere Phosphatpuffer, geeignet. Der 
zugesetzte Puffer oder das zugesetzte Wasser kann dabei in einem Bereich von ca. 
5 bis ca. 98 Gew.-%, vorzugsweise von ca. 30 bis ca. 95 Gew-%, besonders be- 
vorzugt von ca. 60 bis ca. 90 Gew-%, noch bevorzugter von ca. 80 bis ca. 88 
Gew.-% an der Gesamtmischung ausmachen. Durch diesen Schritt entsteht eine 
sogenannte grobkornige Suspension, in der die erfindungsgemaBen Invasomen 
aufgeschlammt sind. Die so hergestellten Invasomen sind im Puffer suspendiert, 
konnen aber auch Puffer oder Wasser enthalten. 

Diese multilamellaren Vesikel konnen zur Herstellung von Invasomen bestimmter 
GroBe in einem weiteren Schritt beispielsweise sonifiziert werden oder durch Po- 
Iycarbonatmembranen mit definierter Porenweite, wie beispielsweise 400, 200, 
100 oder 50 nm, filtriert werden. 

Ein weiteres im Stand der Technik bekanntes Verfahren zur Herstellung von Li- 
posomes das auch zur Herstellung der erfindungsgemaBen Invasomen geeignet 
ist, ist das Rotationsverdampfungsverfahren (Weiner et al., Antimicrob. Agents 
Chemother. 33: 1217-1221, 1989). Bei diesem Verfahren wird das Lipidgemisch 
am Boden eines Rundkolbens getrocknet und dann durch das Hinzufugen einer 
waBrigen Losung, die die Immunsuppressiva und ggf. Terpene, Alkohole 
und/oder Puffer enthalt, unter Schutteln dispergiert. Nach der Hydratation werden 
die so erhaltenen multilamellaren Vesikel beispielsweise durch Polycarbonat- 
membran definierter PorengroBe extrudiert oder auch sonifiziert, um Invasomen 
einer bestimmten GroBe zu erhalten. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird 
dem Lipidgemisch und dem Immunsuppressivum kein Tensid hinzugefugt. Der 
Begriff Tenside umfaBt nichtionische Tenside, wie beispielsvveise Tvveen oder 
Triton, zwitterionische Tenside wie beispielsvveise CHAPS oder CHAPSO, katio- 
nische oder anionische Tenside, wie beispielsweise Laurylsulfat oder Lauroleyl. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt auch Invasornen, die nach einem der vorange- 
nannten Verfahren hergestellt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Arzneimittel, das ein 
erfindungsgemafles Invasom und geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe enthalt. Bei- 
spiele fur solche Hilfs- und Zusatzstoffe sind physiologische Kochsalzlosungen, 
Ringer-Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat, entmineralisiertes Wasser, Stabilisato- 
ren, Antioxidantien, Komplexbildner, antimikrobielle Verbindungen, Proteina- 
seinhibitoren, inerte Gase, Gelformulierungen, wie beispielsweise weiBe Vaseline 
und/oder Paraffin. Das Arzneimittel kann fur die topische Applikation auch in 
Form von Verbanden, Pflastern, Kompressen, Salben oder Gelen zubereitet sein. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines 
erfindungsgemaBen Invasoms zur Therapie einer Hauterkrankung, die durch die 
Beteiligung des Immunsystems der Haut gekennzeichnet ist. Der Begriff Therapie 
umfaBt dabei sowohl die kurative oder palliative Behandlung bereits bestehender 
Erkrankungen als auch die Prevention von Erkrankungen. 

Das Immunsystem der Haut bilden zum einen die in der Haut bereits vorhandenen 
Zellen, wie beispielsweise Dendritische-Zellen, aber auch die jeweils bei Erkran- 
kung, Infektion und/oder entzundlichen Prozessen in die Haut infiltrierenden Im- 
munzellen, wie beispielweise T-Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen. Bei 
einer Beteiligung des Immunsystems der Haut ist beispielsweise eine gegenuber 
gesunder Haut erhohte Infiltration der Immunzellen in die Haut bzw. Aktivierung 
der genannten Immunzellen zu beobachten, ohne daB tatsachlich eine Verwun- 
dung oder Infektion der Haut vorliegt. Ob an einer Hauterkrankung das Immun- 
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stem der Haut beteiligt ist, laBt sich durch die klinisch bestimmbaren Parameter 
Rotung, Erwarmung und/oder Schwellung der Haut erkennen. Bei Vorliegen die- 
ses Befunds wird als weiteres Kriteriurn die Menge der in der Haut exprimierten 
Zytokine und/oder die Anzahl der Immunzellen bzvv. aktivierten Immunzellen in 
der Haut herangezogen. 

Zytokine, die bei Hauterkrankungen, an denen das Immunsystem der Haut betei- 
ligt ist verstarkt exprimiert werden, umfassen beispielsweise Interferon-y, 11-2, IL- 
ip oder 11-12. Die Menge der in der Haut exprimierten Zytokine lafit sich auf Nu- 
kleinsaureebene beispielsweise durch RT-PCR, ..RNAse Protection Assays" oder 
„Nuclear Run Ons" und auf Proteinebene beispielsweise durch „ Western-Blots" 
oder ELISA bestimmen. Dem Fachmann sind weitere Verfahren bekannt, die es 
erlauben das Expressionsniveau von Zytokinen in der Haut zu bestimmen. Hierbei 
wird das jeweils bestimmte Expressionsniveau in der erkrankten Haut mit dem 
Expressionsniveau in gesunder Haut verglichen. Eine Hauterkrankung an der das 
Immunsystem beteiligt ist liegt vor, wenn die Expression des jevveiligen Zytokins 
in der kranken Haut gegeniiber der gesunden Haut um mindestens das ca. 2-fache, 
vorzugsweise um mindestens das ca. 5-fache, bevorzugter um mindestens das ca. 
10-fache und am meisten bevorzugt um mindestens das ca. 20-fache erhoht ist. 

Immunzellen, die bei Hauterkrankungen, an denen das Immunsystem der Haut 
beteiligt ist, in groBerer Menge in der Haut vorkommen, umfassen beispielsweise 
CD4 + -Zellen, CD8 + -Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen. Die Menge der 
in der Haut vorkommenden Immunzellen laBt sich beispielsweise durch FACS- 
Analyse, histologisch und/oder immunhistologisch bestimmen. Dem Fachmann 
sind weitere Verfahren bekannt, die es erlauben, die Menge der Immunzellen in 
der Haut zu bestimmen. Hierbei wird die jeweils bestimmte Immunzellmenge, 
vorzugsweise die Menge der aktivierten Immunzellen, in der erkrankten Haut mit 
der Menge der Immunzellen, vorzugsweise der Menge der aktivierten Immunzel- 
len, in gesunder Haut verglichen. Eine Hauterkrankung, an der das Immunsystem 
beteiligt ist liegt vor, wenn die Menge der Immunzellen, insbesondere der akti- 
vierten Immunzellen, in der kranken Haut gegeniiber der gesunden Haut um min- 
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destens ca. 30%, vorzugsweise urn mindestens ca. 100%, bevorzugter um minde- 
stens ca. 200% und am meisten bevorzugt um mindestens ca. 500% erhoht ist. 

Eine solche Beteiligung des Immunsystems liegt beispielsweise bei den Hauter- 
krankungen Alopecia areata, Alopecia totalis, Alopecia subtotalis, Alopecia uni- 
versalis, Alopecia diffusa, atopische Dermatitis, Lupus erythematodes der Haut, 
Lichen planus, Dermatomyostis der Haut, atopisches Ekzem, Neurodermitis, 
Morphea, Sklerodermie, Psoriasis vulgaris, Psoriasis capitis, Psoriasis guttata, 
Psoriasis inversa, Alopecia areata Ophiasis-Typ, androgenetische Alopezie, aller- 
gisches Kontaktekzem, irritatives Kontaktekzem, Kontaktekzem, Pemphigus vul- 
garis, Pemphigus foliaceus, Pemphigus vegetans, vernarbendes Schleimhautpem- 
phigoid, bulloses Pemphgoid, Schleimhautpemphigoid, Dermatitis, Dermatitis 
herpetiformis duhring, Urticaria, Necrobiosis lipoidica, Erythema nodosum, Li- 
chen vidal, Prurigo simplex. Prurigo nodularis, Prurigo acuta, lineare IgA Der- 
matose, polymorphs Lichtdermatose, Erythema Solaris, Lichen sclerosus et 
atrophicans, Exanthem der Haut, Arzneimittelexanthem, Purpura chronica pro- 
gressiva, dihidrotisches Ekzem, Ekzem, fixes Arzneiexanthem, photoallergische 
Hautreaktion, Lichen simplex eriorale Dermatitis oder "Graft versus Host- 
Disease" ist. 

Eine besonders bevorzugte Verwendung der erfindungsgemaBen Invasomen ist 
die Prevention und/oder Therapie von Alopecia areata. 

Die folgenden Beispiele und die Tabelle dienen lediglich der Illustration des Er- 
findungsgedankens, schranken jedoch den Gegenstand der Erfindung nicht ein. 
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Tabelle 1 : Haarwachstum nach Behandlung mit Invasomen, die Cyclosporin 
A oder Cyclosporin A und Terpene enthalten, im DEBR- 
Rattenmodell. I: Invasomen mit Terpenen (D-Limonen, Citral und 
Cineol); F: Invasomen ohne Terpene; C: Kontrolle. Als Kontroll- 
gruppe wurden Ratten mit naturlichem Haarwachstum gewahlt. 
Das Haarwachstum wurde anhand der folgenden frei gewahlten 
Skala beurteilt: - = grofie Regionen der Haut sind vollig haarfrei; + 
= Bereiche der Haut mit sehr sparlichem Haarbewuchs; ++ = Be- 
reiche der Haupt mit mittlerem Haarwachstum; +++ = scheinbar 
normale Haardichte. 



Beispiele 

1 . Herstellung der Invasomen 

Die Invasomen wurden mit dem Alkohol-Losungsverfahren hergestellt. Eine ge- 
eignete Menge Phospholipon 80 (Nattermann GmbH, Deutschland) und Ethanol 
(im Verhaltnis 3:1 = 13,3 Gewichts-% an der Endmischung) wurden gemischt und 
ftir 5 Minuten gevortext. Dann wurde Cyclosporin A (0,5 Gewichts-% an der 
Endmischung) und D-Limonen, Cinneol und Citral (im Verhaltnis 10:45:45 v/v; 2 
Gewichts-% an der Endmischung) hinzugefugt und das Gemisch erneut gevortext. 
Daran schlofi sich fur 5 Minuten eine Sonifizierung mit Ultraschall an (Bransonic 
ultrasonic cleaner, Connecticut, USA). Eine geeignete Menge Phosphatpuffer pH 
7,4 (86,17 Gewichts-% an der Endmischung im Falle, dafl keine Terpene zuge- 
setzt wurden oder 84,17 Gewicht-% an der Endmischung beim Zusatz von Terpe- 
nen) wurde tropfenweise unter fortgesetztem Ruhren zu dem ethanolischen Ge- 
misch aus Lipid und Cyclosporin hinzugesetzt, bis eine grobkornige Suspension 
erhalten wurde. Diese multilammellaren Vesikel wurden dann sonifiziert oder mit 
einer Avestinpresse (Avestin EmulsiFlex- C5, Canada) zuerst fur 5 min uber einen 
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200 nm Polycarbonatfilter, dann fur 10 min liber einen 100 nm Polycarbonatfilter 
und schlieBlich uber einen 50 nm Polycarbonatfilter filtriert, bis die Durch- 
schnittsgrofie der Invasomen 50-70 nm betrug. Alle Filter wurden von Costar 
(Costar Nuclepore Polycarbonate, USA) erhalten. Der Durchmesser der Invaso- 
men vvurde mit einem Zetasizer IV (Malvern Instruments, Malvern UK) bestimmt. 
Der Durchmesser der Invasomen war im Bereich von 50-70 nm. Anschlieflend 
vvurde der Polydispersionsindex (PI) als ein Mali fur die Homogenitat der erhalte- 
nen Invasomenzubereitung beurteilt. Der PI fur die Invasomen lag unter 0,3. Die- 
ses Ergebnis deutet auf eine homogene Invasomenpopulation hin. 

2. Behandlung von DEBR-Ratten mit Invasomen 

15 DEBR-Ratten mit einem Durchschnittsalter von 19 Monaten (das Alter lag im 
Bereich von 14-26 Monate) und mit einem Gewicht im Bereich von 200-350 g 
wurden in dem Experiment verwendet. Die Ratten wurden in Einzelkafigen mit 
Wasser und Nahrung nach Wunsch gehalten. Der beobachtete Haarverlust reichte 
von groBen kahlen Flachen an den Flanken der Tiere und haarlosen Bereichen auf 
dem Kopf bis zum fast vollstandigen Verlust aller Kopf- und Korperhaare. Die 
Ratten wurden in 3 Gruppen a 5 Tiere mit ahnlichem Haarverlust (Gruppe I, II 
und III) eingeteilt. Die Experimente wurden mit den beiden vorangehend be- 
schriebenen Invasomentypen mit oder ohne zugesetzte Terpene durchgefuhrt. Die 
Invasomenkontrolle wurde in gleicher Weise, jedoch ohne Cyclosporin A herge- 
stellt. Die liposomalen Zubereitungen wurden nicht-okklusiv auf dem Rucken 
(dorsale Seite) der Ratten aufgetragen. Fur die Auftragung wurde ein abgegrenzter 
Bereich von 2 x 2 cm auf dem Rucken der Ratten markiert. 

Die Gruppe I wurde verwendet, urn die Wirksamkeit Cyclosporin beladener Inva- 
somem, die D-Limonen, Citral und Cinneol enthielten, auf das Haarwachstum zu 
untersuchen. Jeder Ratte wurde fur 7 Wochen 2-mal am Tag 20-80 jil/cm 2 der 
Invasomzubereitung auf einen markierten 2 x 2 cm groBen Bereich an einer der 
kahlen Flanken aufgetragen, wahrend die gegenuberliegende (kontralaterale) 
Flanke mit der Kontrollzubereitung behandelt wurde. 
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Die Gruppe II wurde verwendet, um die Wirksamkeit Cyclosporin beladener In- 
vasomen auf das Haarwachstum zu untersuchen. Jeder Ratte wurde fur 7 Wochen 
2-mal am Tag 20-80 ^1/cm 2 der Invasomzubereitung auf einen markierten 2x2 
cm groBen Bereich an einer der kahlen Flanken aufgetragen, wahrend die gegenii- 
berliegende (kontralaterale) Flanke mit der Kontrollzubereitung behandelt wurde. 

Ratten der Gruppe 3 wurde fur 7 Wochen 2-mal am Tag 20-80 |il/cm 2 einer etha- 
nolischen Cyclosporin A-L6sung (0,5%) innerhalb des markierten 2 x 2 cm gro- 
Ben Bereichs auf einer der kahlen Flanken aufgetragen, wahrend die kontralaterale 
Flanke unbehandelt blieb. 

Die morphologischen Anderungen wurden taglich untersucht. Vor der Behand- 
lung hatten alle Ratten in Gruppe I und II groBe kahle Flanken in abdominalen, 
dorsalen, Kopf- und Schulterbereichen. Alle 5 Ratten der Gruppe I zeigten 7 Tage 
nach Behandlungsbeginn Haarwachstum auf der behandelten Seite, wahrend kein 
Haarwachstum auf dem behandelten Kontrollbereich zu beobachten war. Am 21. 
Tag nach Behandlungsbeginn zeigten 4 der 5 Ratten sparlichen bis mittleren 
Haarwuchs und nach 36 Tagen hatte das Fell auf den behandelten Stelle wieder 
die normale Dichte erreicht. Wahrend sich das Haarwachstum an der behandelten 
Stelle fortsetzte, war an anderen Stellen der Haut weiterer Haarverlust zu beo- 
bachten. Dies spricht dafur, daB die Wirkung des Cyclosporin A nur lokal auf die 
Auftragungsstelle begrenzt war, und keine oder nur eine geringe systemische 
Wirkung des Cyclosporins auftrat. Dafur sprach auch, daB in einer HPLC-Analyse 
des Serums der Ratten 14 Stunden nach der ersten Behandlung, aber auch am En- 
de der Studie kein Cyclosporin A im Blut nachgewiesen werden konnte. Eine der 
5 Ratten zeigte bereits nach 21 Tagen ein normales Haarwachstum am gesamten 
Korper, jedoch einen verstarkten Effekt an der behandelten Stelle. Diese Beo- 
bachtung laBt sich beispielsweise dadurch erklaren, daB 2-3% der DEBR-Ratten 
auch ohne Behandlung ein spontanes Nachwachsen aller Haare zeigen. 
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Bei den 5 Ratten der Gruppe II wurden erste Anzeichen auf Haarwuchs bei alien 
Ratten 14 Tage nach Beginn der Behandlung beobachtet, wahrend auf den Kon- 
trollflachen kein Haarwachstum beobachtet werden konnte. Das Haarwachstum 
setzte sich innerhalb und unmittelbar angrenzend an die Anwendungsflachen fort 
und am 21. Tag war schwaches bis moderates Haarwachstum auf den behandelten 
Regionen zu beobachten. Das Haarwachstum setzte sich fort und fuhrte nach etwa 
42 Tagen an der Behandlungsstelle zur normalen Felldichte. 14 Stunden nach Be- 
ginn der Behandlung und am Ende der Behandlung konnte mit HPLC-Analyse 
keine Cyclosporin A im Blut der Ratten nachgewiesen werden. Wiederum zeigte 
eine der Ratten, wie bereits bei den Ratten der Gruppe I beobachtet, Haarwachs- 
tum am gesamten Korper. 

Die Ratten der Gruppe III zeigten wahrend des gesamten Behandlungszeitraums 
kein Haarwachstum, vielmehr setzte sich der Haarverlust an anderen Stellen des 
Korpers bei alien Ratten in dieser Gruppe fort. 

Die vorangehend beschriebenen Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammenge- 
faBt. 

3. HPLC-Analvse 

Das verwendete HPLC-System war eine Merck-Hitachi HPLC 655 A-12 Flus- 
sigchromatographiepumpe, die mit einem Kontron 360 Autosampler und mit einer 
Merck-Hitachi L-5000 LC-Kontrolleinheit ausgeriistet war. Die verwendete Saule 
war eine LiChrospher 100 RP-18-Saule, die spharisch geformte 5 jam Silicagel- 
partikel enthielt. (3 mm I.D. und 125 mm Lange). Der UV-Detektor war ein 
Merck-Hitachi L-4000 UV-Absorptionsdetektor. Der verwendete Integrator war 
ein Merck-Hitachi D-7500 Integrator. Die fur die Elution verwendete Flussigpha- 
se war Methanol: WasserAcetonitril im Verhaltnis 10:30:60. Die FluBrate betrug 
0,7 ml/min, wobei die Saulentemperatur auf 75°C gehalten wurde. Der verwen- 
dete Druck betrug 43-44 bar. Die UV-Detektion erfolgte bei 208 nm. Die Retenti- 
onszeit fur Cyclosporin A war 8,65 Minuten. 
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Eine Cyclosporin-Standardlosung wurde zur Eichung des Systems verwendet, 
wobei das Detektionslimit bei ca. 50 ng/ml lag. Uber den gesamten Eichbereich 
bis 7000 ng/ml Cyclosporin A wurde ein linearer Zusammenhang zwischen Ab- 
sorption und Konzentration beobachtet. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft Invasomen, die mindestens ein neutrales Lipid 
und mindestens ein Immunsuppressivum enthalten, deren Herstellung und deren 
Verwendung zur Therapie einer Hauterkrankung, die durch eine Beteiligung des 
Immunsystems der Haut gekennzeichnet ist. 
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Patentanspriiche 

5 1. Invasom enthaltend: 

a) mindestens ein neutrales Lipid in einem Lipidgemisch, wobei das 
trale Lipid an dem Lipidgemisch einen Anteil im Bereich von 60 bis 94 
Gew.-% hat; und 

b) mindestens ein Immunsuppressivum. 

10 

2. Invasom nach Anspruch 1, wobei das Invasom das Lipidgemisch und das 
Immunsuppressivum in einem Gewichtsverhaltnis von 1:1 bis 500:1, vor- 
zugsweise von 2:1 bis 100:1 enthalt. 

15 3. Invasom nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Invasom einen Durchmesser von 
30. bis 200 run aufweist. 



4. Invasom nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das Lipidgemisch aus So- 
jabohnen, Kattunsamen, Kokosnufikern, Erdnufl, Saflorsamen, Sesamsamen, 

20 Sonnenblumensamen, Leinsamen, Raps, Weizenkeimen, Oliven, Walfett, 

Stratum comeum Lipid, Rinderklauenol und/oder Ei gewonnen wird. 

5. Invasom nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das neutrale Lipid an dem 
Lipidgemisch einen Anteil im Bereich von 80 bis 90 Gew.-% hat. 



25 



6. Invasom nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das neutrale Lipid ein 
Glycerophospholipid, insbesondere ein Phosphatidylcholin, ein Steroid, ein 
Glycerophosphonolipid, ein Glycerophosphinolipid und/oder ein Sphingoli- 
pid ist. 
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7. Invasom nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei das Invasom ein oder 
mehrere Terpene enthalt. 



8. 



30 



Invasom nach Anspruch 7, wobei das Terpen Cineol, Citral, Limonen, insbe- 
sondere D-Limonen, Menthan, Terpinen, Terpinolen, Menthol, insbesondere 
1 -Menthol, Carveol, insbesondere 1-Carveol, Menthon, Carvon, Pinen, insbe- 
sondere P-Pinen, Caren, insbesondere 3-Caren, Terpineol, Terpinen-4-ol, 
Pulegon, Piperiton, Cyclohexanoxid, Limonenoxyd, Pinenoxyd, Cyclopen- 
tenoxid, Ascaridol, 7-Oxybicyclo-[2.2.1]-he P tan, Cymol, Camphen, Citro- 
nellol, Geraniol, Nerol, Linalool, Borneol, Thujol, Sabinol, Myrtenol, Thy- 
mol, Verbenol, Fenchol, Piperitol, Perillaaldehyd, Phellandral, Citronellal, 
Myrtenal, Piperiton, Thujon, Umbellolun, Verbenon, Chrysanthenon, Fen- 
chon, Campher, Chinon, Menthofuran, Linalooloxid, Rosenoxid und/oder 
Quinghaosu ist. 

9. Invasom nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei das Immunsuppressivum 
ein Glucokorticoid, insbesondere Beclomethason, Betamethason, Clocorto- 
lon, Cloprednol, Cortison, Dexamethason, Fludrocortison, Fludroxycortid, 
Flumetason, Fluocinolonacetonid, Fluocinonid, Fluocortolon, Fluormetholon, 
Fluprednidenacetat, Hydrocortison, Paramethason, Prednisolon, Prednison, 
Prednylidin, Pregnenolon, Triamcinolon oder Triamcinolonacetonid, ein Cy- 
closporin, insbesondere Cyclosporin A, Mycophenolatmofetal, Tacrolimus, 
FK 506, Azathioprin, Ganciclovir, ein Anti-Lymphozytenglobulin, 
Ascomycin und/oder Methotrexat ist. 

10. Invasom nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei das Immunsuppressivum 
in Form einer Nukleinsaure ist, die fur mindestens ein immunsupprimierendes 
Peptid und/oder Protein kodiert. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Invasoms gemafl einem der Anspriiche 1 bis 
10, dadurch gekennzeichnet, dafi das Lipidgemisch und das mindestens eine 
Immunsuppressivum gemischt werden. 



12. Arzneimittel enthaltend ein Invasom gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10 
und geeignete Hilfs- und Zusatzstoffe. 

13. Verwendung eines Invasoms gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10 zur The- 
rapie einer Hauterkrankung, die durch eine Beteiligung des Immunsystems 
der Haut gekennzeichnet ist. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafi die Hauter- 
krankung Alopecia areata, Alopecia totalis, Alopecia subtotalis, Alopecia 
universalis, Alopecia diffusa, atopische Dermatitis, Lupus erythematodes der 
Haut, Lichen planus, Dermatomyostis der Haut, atopisches Ekzem, Neuro- 
dermitis, Morphea, Sklerodermie, Psoriasis vulgaris, Psoriasis capitis, Psoria- 
sis guttata, Psoriasis inversa, Alopecia areata Ophiasis-Typ, androgenetische 
Alopezie, allergisches Kontaktekzem, irritatives Kontaktekzem, Kontaktek- 
zem, Pemphigus vulgaris, Pemphigus foliaceus, Pemphigus vegetans, vernar- 
bendes Schleimhautpemphigoid, bulloses Pemphgoid, Schleimhautpemphi- 
goid, Dermatitis, Dermatitis herpetiformis duhring, Urticaria, Necrobiosis li- 
poidica, Erythema nodosum, Lichen vidal, Prurigo simplex, Prurigo nodula- 
ris, Prurigo acuta, lineare IgA Dermatose, polymorphe Lichtdermatose, 
Erythema Solaris, Lichen sclerosus et atrophicans, Exanthem der Haut, Arz- 
neimittelexanthem, Purpura chronica progressiva, dihidrotisches Ekzem, Ek- 
zem, fixes Arzneiexanthem, photoallergische Hautreaktion, Lichen simplex 
eriorale Dermatitis oder "Graft versus Host-Disease" ist. 



1/1 



Tabelle 1 
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